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研究成果の概要（和文）：本研究課題では、虚血性疾患に対する有効な血管新生治療の実現を目

指して、siRNAによって PHD2 をノックダウンすることにより HIF-1α 下流の血管新生因子群を

発現させる治療戦略の有効性をマウスの下肢虚血モデルを用いて明らかにした。この目的にお

いて、プラスミド DNAおよび siRNA を in vivo で有効に機能発現させるための高分子ナノキャ

リアの開発を行った。 

 
研究成果の概要（英文）：To establish the effective strategy for therapeutic angiogenesis 
of ischemic diseases, in this project, we revealed the efficacy of siRNA-mediated 
knockdown of PHD2, which lead to enhanced expression of angiogenic factors regulated by 
HIF-1α, in a mouse ischemic limb model. For this purpose, we also developed polymeric 
nanocarriers for in vivo delivery of plasmid DNA and siRNA. 
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１．研究開始当初の背景 
 血管新生を誘導することにより側副血行
路の発達を促す血管再生治療は、虚血性疾患
(重症虚血肢、虚血性心疾患)に対する新しい
治療法として注目されており、血管新生因子
発現プラスミドや血管内皮前駆細胞(EPC)の
筋肉内注射などのアプローチが報告されて
いるが、臨床的にこれらのプロトコルには適
用範囲に制限があり、その有効性も十分とは

言い難いものであった。 
 一方、近年、siRNA(small interfering RNA: 
30 塩基以下の二本鎖 RNA)は、標的 mRNAを特
異的かつ効率的にノックダウンできること
から、その医療応用に対する期待が急速に高
まっている。しかし、siRNA を疾患治療に応
用するためには、キャリアシステムの開発が
必要不可欠であると考えられる。しかしなが
ら、in vivo で有効に機能する siRNA キャリ
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アは未だ開発されていないのが現状であっ
た。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、低酸素状態で VEGFや bFGF 等
の血管新生因子群の転写因子として機能す
る HIF-1αの正常酸素状態でのプロテアソー
ムによる分解を掌っている PHD2 を siRNA 発
現プラスミドを用いてノックダウンするこ
とによって、マウスの下肢虚血モデルに対す
る血管再生治療を行った(図 1)。ここでは、
合成高分子を主体とするナノキャリアを経
静脈的投与に四肢近位での一時的駆血を併
用したハイドロダイナミクス法を応用した
手法によって投与し、下肢筋組織に均質かつ
高効率に PHD2-siRNA を導入することによっ
て優れた治療効果を実現することを目指し
て研究を実施した。 

 

図 1. PHD2 のノックダウンによる血管新生  
 
 さらに本研究では、将来的な臨床応用を見
据えて、PHD2-siRNA のデリバリーシステムの
開発も行った。具体的には、in vivo 環境で
安定に siRNAを保持することのできる高分子
ナノキャリアを開発し、in vivo における有
用性を明らかにすることを目指して研究を
実施した。 
 
３．研究の方法 
(1) マウスの下肢虚血モデルを用いた
PHD2-siRNA 発現プラスミドの治療効果の検
証 
 本研究では、マウスの下肢虚血モデルを、
マウスの左足の動脈を結紮することによっ
て作成し、PHD2-siRNA 発現プラスミドによる
治療効果を検証した。ここで、優れた遺伝子
発現効率を示すナノキャリアとして、
pDNA/PEG-PAsp(DET)/コンドロイチン硫酸三
元系複合体による遺伝子導入を検討した。具
体的には、遺伝子導入効率に関してレポータ
ー遺伝子を用いた遺伝子発現効率の検討を
行う一方で、PHD2-siRNA 発現プラスミドの導

入による血管再生の効果を所見に基づく運
動機能の回復のスコアリング評価、レーザー
ドップラー血流計による血流画像化、血管造
影、顕微鏡による組織切片の観察によって評
価した。さらに、虚血部位の組織切片の免疫
染色を行い、再生された血管の質に関して検
証した。これらの検討に加えて、ナノキャリ
アならびに本遺伝子導入法の安全性に関し
て、主要臓器の組織切片の観察や生理学的パ
ラメータの変化量の測定を行った。 
 
(2) siRNA ナノキャリアの構築 
 近年、研究代表者らが開発した側鎖にエチ
レンジアミン構造を有する低毒性かつ高効
率の遺伝子導入を実現するカチオン性高分
子 PAsp(DET)[K. Miyata, N. Nishiyama et al. 
J. Am. Chem. Soc. 130 (48) 16287-16294 
(2008)] の 側 鎖 に 疎 水 性 基 を 導 入 し た
PAsp(DET-stearoyl) を 合 成 し 、
PAsp(DET-stearoyl)と siRNAを混合すること
によって、siRNA ナノキャリアを構築した。
また、静脈内投与を目的として、生体適合性
高分子として知られるポリエチレングリコ
ール(PEG)と上記の PAsp(DET-stearoyl)がジ
ス ル フ ィ ド (SS) 結 合 で 連 結 さ れ た
PEG-SS-PAsp(DET-stearoyl)を合成し、表面
が PEGで被覆された siRNAナノキャリアを構
築した。本研究では、以上のようにして調製
した siRNA ナノキャリアに関して、in vivo
における機能評価をモデル実験としてルシ
フェラーゼ発現がん細胞を移植した担がん
マウスを用いて評価した。 
 さらに、上記とは異なる siRNA 搭載ナノキ
ャリアとして、PEG-ポリアニオンブロック共
重合体と siRNA とリン酸カルシウム(CaP)か
ら構築される無機-有機ハイブリッド型ナノ
粒子の開発を行った。ナノ粒子のエンドソー
ムから細胞質への脱出を促進させるために、
PEG-ポリアニオンのアニオンセグメントと
して研究代表者が近年合成した電荷可変型
ポ リ マ ー PAsp(DET-Aco)[Y. Lee, N. 
Nishiyama et al. Angew. Chem., Int. Ed. 47 
(28) 5163-5166 (2008)]を利用した。 
 
４．研究成果 
(1) マウスの下肢虚血モデルを用いた
PHD2-siRNA 発現プラスミドの治療効果の検
証 
 マウスの左足の動脈(femoral artery)を切
断することによって下肢虚血モデルを作成
し、pDNA/PEG-PAsp(DET)/コンドロイチン硫
酸三元系複合体を経静脈的投与に四肢近位
での一時的駆血を併用したハイドロダイナ
ミクス法を応用した手法によって骨格筋に
投与した。その結果、レーザードップラー血
流計による血流画像化によって PHD2-siRNA
の発現に基づく下肢における血流の改善が



 

 

認められた(図 2,3)。本効果は、ナノキャリ
ア投与群において naked siRNA 投与群よりも
有意に高いことが確認された(図 2,3)。また、
所見に基づく運動機能の回復のスコアリン
グ評価と血管造影においても血流量の改善
に基づく下肢虚血に対する治療効果が確認
された。さらに、虚血部位の組織切片の免疫
染色を行い、再生された血管の質に関して検
証した結果、CD31 陽性の血管内皮細胞がα
-SMA 陽性の平滑筋細胞で覆われた成熟した
血管が形成されていることが確認された。以
上の結果より、本研究の戦略の下肢虚血モデ
ルの治療に対する有効性が明らかになった。 

 
図2. PHD2-siRNA発現プラスミドの投与によ

る治療効果 (A)所見(左: コントロールベク

ター、真ん中: naked DNA、ナノキャリア搭載

PHD2-siRNA発現プラスミド); (B-D) レーザ

ードップラー血流計による血流量の変化[(B) 

コントロールベクター、(C) naked DNA、(D) ナ

ノキャリア搭載PHD2-siRNA発現プラスミド] 

 

 
図3. PHD2-siRNA発現プラスミドの投与によ

る治療効果 (レーザードップラー血流計によ

る血流量の変化の定量データ)[赤: コントロ

ールベクター、黒: naked DNA、青: ナノキャ

リア搭載PHD2-siRNA発現プラスミド] 
 
(2) siRNA ナノキャリアの構築 
 側 鎖 に 1,2-diaminoethane 構 造 を
polyaspartamide 誘導体[PAsp(DET)]の側鎖
に ス テ ア ロ イ ル 基 を 導 入 し た
PAsp(DET-stearoyl)を合成し、その siRNA ナ
ノキャリアとしての性能を評価した。その結

果、PAsp(DET-stearoyl)/siRNA 複合体は 10%
血清中で高い安定性を有しており、ヒト膵臓
がん Panc-1 細胞に対して毒性を示すことな
く、VEGFや Bcl-2等の内在性遺伝子を効率的
にノックダウンできることが明らかになっ
た。また、ポリエチレングリコール(PEG)と
上記の PAsp(DET-stearoyl)がジスルフィド
(SS) 結 合 で 連 結 さ れ た
PEG-SS-PAsp(DET-stearoyl)を合成し、表面
が PEGで被覆された siRNAナノキャリアを構
築し、in vitro において効率的な遺伝子ノッ
クダウン効果を示すことを確認した。一方、
in vivo 評価に関しては、ヒト膵臓がん BxPC3
皮下移植モデルに対して、VEGF を標的とした
siRNA を搭載したナノキャリアを全身投与す
ることによる治療効果を評価したところ、
siRNA/PEG-SS-PAsp(DET-stearoyl)複合体は
有意な制がん活性を示すことが明らかにな
った(図 4)。 

 

図4. ヒト膵臓がんPxPC3モデルに対するナノ

キャリア搭載 siRNAの治療効果 (100 g 

siRNA/mouse×6回投与)[●: HEPES緩衝液、○

: scramble siRNA、▼: VEGFに対するsiRNA] 
 
 一方、PEG-ポリアニオンブロック共重合体
と siRNA とリン酸カルシウム(CaP)から構築
される無機-有機ハイブリッド型ナノ粒子に
関しては、PEG-ポリアニオンのアニオンセグ
メ ン ト と し て 電 荷 可 変 型 ポ リ マ ー
PAsp(DET-Aco)を利用することによって、CaP
ナノ粒子による遺伝子ノックダウン効率の
向上が確認された。また、ヒト膵臓がん BxPC3
皮下移植モデルに対して、VEGF を標的とした
siRNA を搭載したナノキャリアを全身投与す
ることによる治療効果を評価したところ、
CaP ナノ粒子は有意な制がん活性を示すこと
が明らかになった。さらに、本システムに関
しては、ルシフェラーゼ(Luc)を発現する膵
臓がんを自然発生するトランスジェニック
マウスに対して CaPナノ粒子を投与したとこ
ろ、Luc の効率的なノックダウンが確認され
た。このように本研究では世界で初めて自然
発生がんモデルに対して in vivo で有効性を
示す siRNA ナノキャリアの開発に成功した。 
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